基于 HPLC-ECD 研究 牡 荆 叶 抗 氧化 的 谱 - 效 关系 
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摘要 : 为 了 研究 牡 荆 叶 指纹 图 谱 与 抗 氧 化 活性 的 谱 - 效 关系 ,该 文 首先 建立 18 批 牡 荆 叶 的 高 
效 液 相 色 谱 - 电 化 学 检测 法 (HPLC-ECD〉 指 纹 图 谱 ， 并 对 不 同 来 源 药 材 进行 聚 类 分 析 ; 3€ 
定 主要 酚 类 化 合 物 并 测定 其 含量 ， 分析 牡 荆 叶 的 总 酚 和 总 黄酮 含量 ， 采 用 DPPH 自由 基 清 
除法 、ABTS 自由 基 清 除法 、 氧 自由 基 吸 收 能 力 法 及 铁 离 子 还 原 能 力 法 考察 其 体外 抗 氧化 活 
性 ， 通 过 皮尔 逊 相关 性 分 析 、 灰 度 关 联 分 析 及 偏 最 小 二 乘 回 归 分 析 法 研究 牡 荆 叶 的 谱 - 效 关 
系 。 结 果 表 明 : (1) 牡 荆 叶 的 指纹 图 谱 标 定 21 个 共有 峰 ， 共 指认 出 10 个 峰 ， 其 含量 顺序 
为 绿 原 酸 > 异 至 草 苷 > 木犀 草 苷 > 异 牡 荆 素 > 异 绿 原 酸 A> 异 绿 原 酸 C» E JL BRA ZE CH T ERE 
原 酸 B> 新 绿 原 酸 ; 不 同 产 地 样品 间 相 似 性 较 高 ， 相 似 度 结果 在 0.816~0.983 之 间 ; (20 X 
类 分 析 表 明 样 品 含量 对 分 类 有 一 定 影响 , 不 同 来 源 样品 被 分 为 3 类 , 其 中 南北 方 样品 存在 一 
定 差异 ; G) 牡 荆 叶 中 总 酚 和 总 黄酮 含量 分 别 在 15.82~61.83 mg:g'! 和 27.85-157.65 mgg! 
之 间 ， 样 品 均 具 不 同 程度 的 抗 氧化 活性 ， (4) 谱 效 关系 表明 ， 牡 荆 叶 的 抗 氧化 活性 是 多 种 
化 合 物 协 同 作 用 的 结果 ， 峰 9( 异 芽 草 背 ) 、 峰 4 和 峰 5〔( 绿 原 酸 〉 等 化 合 物 对 牡 荆 叶 药 材 
抗 氧化 活性 的 贡献 最 大 。 该 研究 可 为 牡 章 叶 抗 氧化 活性 成 分 的 筛选 及 其 质量 控制 提供 参考 依 
据 。 
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Abstract: In order to study the spectrum-effect relationship between fingerprint and antioxidant 
activity of the leaves of Vitex negundo var. cannabifolia (V. negundo), the fingerprints of 18 
batches of V. negundo were established by high performance liquid chromatography - 
electrochemical detection (HPLC-ECD) and the cluster analysis of medicinal materials from 
different sources was performed simultaneously. The main phenolic compounds from V. negundo 
were identified and determined. The contents of total phenolics and total flavonoids in V. 
negundo were analyzed, and the antioxidant activities in vitro were evaluated by the methods of 
DPPH radical scavenging capacity, ABTS radical scavenging capacity, oxygen radical absorbance 
capacity and ferric ion reducing ability power. The spectrum-effect relationships of V. negundo 
were analyzed by Pearson correlation analysis, gray relational analysis and partial least square 
regression analysis. The results were as follows: (1) The fingerprints of V.negundo were 
established with 21 common peaks and a total of 10 peaks were identified, the order of contents 
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was as follows: chlorogenic acid > isoorientin > luteoloside > isovitexin > isochlorogenic acid A > 
isochlorogenic acid C > protocatechuic acid > orientin > isochlorogenic acid B > neochlorogenic 
acid. The similarity among the samples from different producing areas was high, and the values 
were ranged from 0.816 to 0.983. (2) The results of the cluster analysis showed that the content of 
the compounds had a certain influence on the classification and the samples from different sources 
were divided into three categories, among which the samples from the south and the north were 
different. (3) The contents of total phenolics and total flavonoids in V.negundo were 15.82 to 
61.83 mg*g' and 27.85 to 157.65 mg*g', respectively, and the antioxidant activity of all samples 
from V negundo existed differenece. (4) The spectrum-effect relationship indicated that the 
antioxidant activity of V negundo was the result of the synergistic effect of many compounds, and 
compounds such as peak 9 (isoorientin), peak 4 and peak 5 (chlorogenic acid) made the greatest 
contribution to the antioxidant activity of V negundo. This study provides a reference basis for the 
screening and quality control of antioxidant substances in V negundo. 

Key words Vitex negundo var. Cannabifolia, HPLC, electrochemical detection, antioxidation, 
spectrum-effect relationship, total phenolics, total flavonoids 


HF] (Vitex negundo var. cannabifolia, V. negundo) 来 源 于 马鞭 草 科 牡 荆 属 植物 ,分布 于 
中 国 华东 各 省 及 广西 、 广 东 、 河 北 、 贵 州 、 四 川 等 地 ， 其 叶 具 有 人 解 表 化 湿 、 祛 痰 平 呀 等 功效 
(《 全 国 中 草药 汇编 》 编写 组 ，1996; 国家 药典 委员 会 ，2020) 。 牧 荆 主 要 成 分 为 酚 酸 、 黄 
酮 、 木 脂 素 稿 类 等 化 合 物 ， 现 代 药 理 研究 表明 ， 牡 荆 具 有 抗 氧化 、 抗 炎 镇 痛 、 抑 菌 、 抗 肿 
座 等 生物 活性 (和 舒 柄 查 等 ，2020) 。 抗 氧化 是 牡 荆 的 主要 生物 活性 之 一 ， 同 车 等 (2021) 而 
究 表 明 牡 荆 水 提取 物 和 醇 提取 物 均 具有 一 定 的 抗 氧化 活性 , 其 中 酚 酸 和 黄酮 类 物质 是 其 主要 
活性 成 分 ，Hu 等 (2015) 研究 也 证 实 大 部 分 酚 酸 类 物质 具有 较 强 的 2,2′- 联 氮 - 二 (3- 乙 基 
葵 并 噬 唑 啉 -6- 磺 酸 ) (ABTS) 自由 基 清 除 活性 。 然 而 ， 其 抗 氧化 活性 药 效 物质 基础 尚 不 明 
确 ， H 未 将 指纹 图 谱 结合 生物 活性 进行 质量 控制 评价 研究 。 

谱 效 关系 研究 是 将 药 用 植物 的 指纹 图 谱 与 其 药 效 结果 相 结合 起 来 ， 通 过 建立 “ 谱 - 效 " 数 
AMOR eb PUPA RUBRO. E A0 泛 应 用 于 药 用 植物 内 在 质量 控制 评价 
研究 〈 王 勤 等 ，2017;， 晏 朝 操 和 张 建 峰 ，2020) 。 由 于 HPLC 具有 灵敏 度 高 、 分 离 度 和 重 
现 性 好 、 高 效 快 速 、 应 用 范围 广 等 特点 ， 目 前 已 成 为 色谱 指纹 图 谱 研 究 的 首选 方法 ， 而 电化 
学 检测 法 (electrochemical detection, ECD) 是 测量 物质 的 电信 号 变化 ， 可 选择 性 地 检测 具有 
氧化 还 原 性 质 的 化 合 物 ， 如 带 有 硝 基 、 药 基 、 酚 羟基 等 基 团 的 有 机 化 合 物 ， 因 此 ， 梧 
HPLC-ECD 筛 查 药 用 植物 的 抗 氧化 活性 成 分 ( 罗 敏 等 ，2020; Zhang et al., 2021) 。 目 前 ， 
效 关 系 研 究 的 分 析 方 法 众多 ， 其 中 灰 度 关联 分 析 法 Cgray relational analysis, GRA) 能 够 分 析 
有 峰 峰 面积 的 变化 与 药 效 指标 的 变化 趋势 ， 偏 最 小 二 乘 回归 分 析 方 法 Cpartial least square 
regression analysis, PLSR) 对 于 系统 的 信息 和 噪声 更 易于 辨别 ， 可 以 弥补 灰色 关联 度 分 析 法 
中 关联 度 均 为 正 值 所 带 来 分 析 误 差 〈 刘 晓 燕 等 ，2020)。 因 此 ， 常 将 GRA 和 PLSR 相 结合 应 
用 于 谱 效 关系 分 析 研 究 。 
因此 ,本 研究 收集 18 批 不 同 来 源 的 特 荆 叶 样 
价 方法 , 通过 建立 HPLC-ECD 指纹 图 谱 并 结合 样 
analysis, HCA) 和 谱 效 关系 分 析 ， 拟 探讨 以 下 间 是 
(2) 牡 荆 叶 不 同化 学 成 分 对 抗 氧化 活性 的 贡献 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 
1.1.1 药材 与 试剂 

原 儿 茶 酸 、 绿 原 酸 、 木 犀 草 苷 、 没 食 子 酸 、 奎 诺 二 甲 基 丙 烯 酸 酯 (trolox) TA 
化 科技 股份 有 限 公 司 ， 批 号 分 别 为 K1717091、J1523050、10122401、L1810248、A2010059， 
纯度 三 97%) ; HEE, RARE, NERIS. SRERJBNER A、 异 绿 原 酸 B、 异 绿 原 酸 C (成 
都 普 菲 德 生 物 技 术 有 限 公 司 ， 批 号 分 别 为 20031202、20052201、19042305、20032601、 


BÉ : 


， 采 用 HPLC-ECD 和 体外 抗 氧化 活性 评 
含量 测定 、 聚 类 分 析 Chierarchical cluster 


(1) 牡 荆 叶 中 的 化 学 成 分 及 其 含量 ; 


E 


B 


rH 


20032602. 20080802, J =98%) ; 芦 丁 (人 
纯度 三 95%) Hl 


BR. COINS 


国药 集团 化 学 试剂 有 限 公 司 ， 
色谱 级 ， 购 自 北 京 伊 诺 凯 科技 有 限 公司 ;其 余 试剂 均 为 分 相 


批号 2016092， 


-il 


Zili , 

新 鲜 牡 荆 叶 样品 采摘 于 广西 、 广 东 和 河北 ， 按 照 2020 年 《中 国药 典 》 中 牡 荆 叶 的 鉴定 
要 求 ， 经 遵义 医科 大 学 备 令 杰 博 士 鉴定 为 马鞭 草 科 牡 荆 属 牡 荆 C Vitex negundo var. 
cannabifolia) 的 时， 其 详细 信息 见 表 1。 新 鲜 牡 荆 叶 于 40 下 烘 干 后 ， 分 别 粉 碎 并 过 50 
Hm, MUBEA C 条 件 下 保存 备用 。 

表 1 HARE E 
Table 1 Sources of V. negundo 
样品 编号 产地 采集 时 间 样品 编号 产地 采集 时 间 
Sample number Place of origin Harvest time Sample number Place of origin Harvest time 
广西 钦州 广东 潮州 
» Qinzhou, Guangxi 2021-02-06 310 Chaozhou, Guangdong 202171008 
西 钦州 广西 钦州 
PE Qinzhou, Guangxi dud m Qinzhou, Guangxi IEEE 
VES 
IKA E iei. 
S3 Qingyuan 2021-10-07 S12 T ARA 2021-09-02 
? Laibin, Guangxi 
Guangdong 
三 西 钦州 广西 来 宾 
eS Qinzhou, Guangxi 2021-02-06 S13 Laibin, Guangxi 2021-03-02 
| ERAN 东 湛 江 
S3 Qinzhou, Guangxi 2021-03-18 S14 Zhanjiang, Guangdong 2021-10-10 
西 钦 州 广西 钦州 
S6 Qinzhou, Guangxi 2021-03-18 sis Qinzhou, Guangxi eus 
西 钦 州 河北 保定 
d Qinzhou, Guangxi 292103720 TE Baoding, Hebei PUER 
三 西 钦 州 河北 保定 
9e Qinzhou, Guangxi 0293AN d Baoding, Hebei ZEE IS 
P^ UE El TON 
S9 .J FHSUÜ —— — 5021.09.20 S18 T ERA 2021-10-20 
Qinzhou, Guangxi Qinzhou, Guangxi 
1.1.2 仪器 


Thermo UltiMate 3000 bio-RS 型 HPLC 仪 ， 检 测 器 为 ECD-3000 RS; Sorvall ST 8R 型 高 


速 离心 机 (美国 
a CEH) AP 
Purelab Chorus 2 型 纯 水 超 弓 


民 公 司 ) ;ME104E 型 电子 天 了 


《上 海 博 讯 实 业 有 限 公 司 医疗 设备 广 ) 。 


1.2 方法 


1.2.1 标准 品 溶液 的 制备 


绿 原 酸 B、 异 绿 原 酸 A、 异 绿 原 酸 C 适量 ， 


-20 C 下 冷冻 保存 以 备用 。 
1.2.2 供 试 品 浴 液 的 制备 
分 别 精密 称 取 不 同 批号 


25 'C 下 超声 提取 30min, J 


XBridge BEH shield RP18 色谱 柱 (3.0 mm x 150 mm, 2.5 um) ; 流动 相 乙 且 CAD -H 


BO ERIS GR (B) PEREISA 25 mmol L^ 柠檬 酸 溶液 以 1:1 等 体积 


1R], 用 日 


酸 调 


(25 mmol«L:! H 


精密 称 取 原 儿 茶 酸 、 新 绿 原 酸 、 绿 原 酸 、 


才 ur Hc 


红 早 甘 、 


的 牡 荆 叶 样 品 
F 9000 r*min 


醇 溶解 


， 以 80% 甲 醇 为 溶剂 ， 按 1 g: 30 mL 的 料 液 比 在 


才 P 十 二 


Li. 


Zl 


3e 


H. ARBORI. REESE 
由 成 2 mgemL 的 标准 品 储备 液 ， 于 


默 飞 世 尔 科 技 有 限 公 司 ) ; SpectraMax i3x 型 多 功能 酶 标 仪 〈 美 谷 分 子 仪 
E 〈 梅 特 勒 - 托 利多 仪器 (上 海 ) 
E 水 系统 (英国 埃 尔 格 公 司 ) ; GZX-9070MBE 型 电 


TRAF) ; 
WIAT IRIA 


Ë, F 


1 条 件 下 离心 5 min， 取 上 清 液 加 80% PRIZ 1: 1 
等 体积 稀释 混 匀 ， 过 0.22 um 有 机 滤 膜 即 制 得 供 试 品 溶液 。 
1.2.3 色谱 条 件 


i 


pH 至 2.6) 梯 度 洗 脱 (0 ~ 9.5 min, 596 —5 7.5 96A; 9.5 ~ 12.5 min, 7.5% 一 


12% A; 2.5 ~ 30 min, 保持 1296A;30 ~ 40 min, 12% 一 1996 A; 40 ~ 48 min， 保 持 1996 
A;48 ~ 53 min, 1995— 45% A; 53—55 min, 45968096 A) ; ECD 检测 电压 700 mV; 流速 


e 
C hInaA TIVE 


0.6 mL«min'!; Hi 45 C, FÉ 12 C; 进 样 量 1 pL。 
1.2. 总 酚 、 总 黄酮 含量 测定 及 体外 抗 氧 化 实验 
1.2.4.1 总 酚 含 量 测定 
参照 Matgorzata 等 〈2018) 的 方法 并 稍 作 修改 ， 取 250 供 试 品 稀释 液 〈 加 8096 P 
稀释 40 倍 ) 和 250 uL 0.25 mol*L" Folin 酚 试剂 混合 静 置 3 min 后 , 加 入 500 uL 15% Na2CO3 
溶液 混 匀 后 暗 反应 30 min， 离 心 取 上 清 液 于 酶 标 仪 760 nm 处 测定 吸光 度 。 以 没食子 酸 溶液 
为 标准 ， 所 有 样品 测量 结果 均 以 没食子 酸 当 量 (mgg!) 表示 。 没 食 子 酸 标准 品 与 吸光 度 值 
的 回归 方程 为 y= 0.014 2x + 0.062 5, R= 0.998 8. 
1.2.4.2 总 黄酮 含量 测定 
参照 He 等 “2015)〉 的 方法 并 稍 作 修改 ， 取 500 pL 供 试 品 稀释 液 〈 加 80% 甲 醇 稀 释 5 
fü? ~ 1000 uL 80% 甲 醇 、250 uL 596 NaNO: 溶液 ， 混 匀 放 置 6 min 后 ， 加 入 250 pL 1096 
Al(NO3); 溶液 ， 再 混 匀 放置 6 min， 然 后 加 入 2000 uL 496 NaOH 溶液 ， 混 匀 放 置 15 min 后 ， 
于 酶 标 仪 510 nm 处 测定 吸光 度 。 以 芦 丁 溶液 为 标准 ， 所 有 样品 测量 结果 均 以 芦 丁 当量 
(mg*g1) 表示 。 芦 丁 标准 品 与 吸光 度 值 的 回归 方程 为 ?= 0.000 91x + 0.046, R? = 0.999 2。 
1.2.4.3. 铁 离子 还 原 能 力 〈ferric ion reducing antioxidant power, FRAP) 测定 
参照 王 金 梅 等 〈2017) 的 方法 并 稍 作 修改 ， 分 别 吸取 80 uL 的 供 试 品 稀释 液 〈 加 80 96 
甲醇 稀释 60 倍 ) ， 加 80% 甲 醇 至 100 uL 后 ， 加 300 uL TPTZ 工作 液 混 匀 反应 ，S$ min 后 于 
酶 标 仪 593 nm 处 测定 吸光 度 。 以 Trolox 溶液 为 标准 ， 所 有 样品 测量 结果 均 以 Trolox 当量 
(mgg!) 表示 。Trolox 标准 品 与 吸光 度 值 的 回归 方程 为 y= 0.019 2x + 0.022 2, R? = 0.996 9。 
1.2.4.4 1, 1- 二 葵 基 -2- 三 硝 基 葵 肝 CDPPH) 自由 基 清 除 试验 
参照 Zhang 等 〈2015) 的 方法 并 稍 作 修改 ， 分 别 吸取 80 uL 的 供 试 品 稀释 液 〈 加 80% 
甲醇 稀释 20 倍 ) JH 80% 甲 醇 至 200 uL 后 ， 再 加 入 DPPH 自由 基 母 液 “DPPH : 80% 甲 醇 
1:10) 400 uL, $55], HEN 10 min 后 ， 于 酶 标 仪 517 nm 处 测定 吸光 度 。 以 80% 甲 醇 为 
空白 组 ， 不 同 浓度 的 Trolox 溶液 为 对 照 组 。 所 有 样品 测量 结果 均 以 清除 率 表 示 ， 清 除 率 公 
RA: DPPH 清除 率 = (A wn-A naa? /A wnaXx100%。 
1.2.4.5 ABTS 自由 基 清 除 实验 
参照 Aati 等 (2018) 的 方法 并 稍 作 修改 ， 分 别 吸取 100 uL 的 供 试 品 稀释 液 ( 加 80 % 甲 
醇 稀 释 30 倍 ) ， 加 入 200 pL 的 ABTS 工作 液 ， 混 匀 暗 反应 20 min 后 ， 于 酶 标 仪 734 nm 处 
测定 吸光 度 。 以 80% 甲 醇 为 空白 组 ， 不 同 浓度 的 Trolox 溶液 为 对 照 组 。 所 有 样品 测量 结果 
均 以 清除 率 表示 ， 清 除 率 公式 为 : ABTS 清除 率 = (A sna-A gua) /A saax1009%。 
1.2.4.6 氧 自由 其 吸收 能 力 Coxygen radical absorbance capacity, ORAC) 测定 
供 试 品 浴 液 加 磷酸 盐 缓冲 溶液 稀释 500 倍 得 到 供 试 品 稀释 液 ， 实 验 步骤 参照 徐 维 盛 等 
(2014) 方法 ， 每 隔 5 min 测定 一 次 荧光 强度 ， 总 时 间 为 3h。 以 磷酸 盐 缓存 溶液 为 空白 组 ， 
不 同 浓度 的 Trolox 溶液 为 对 照 组 。 所 有 样品 测量 结果 均 以 Trolox ómgeg D 表示 ， 有 具体 计算 
公式 表示 为 式 (1) 和 (2) : 
AUC=0.5x[2x(H+fit *** t fai fo) -fo-fa]lX At (D 
式 中 : AUC 为 荧光 衰退 曲线 下 面积 ; fn 为 第 nn A Wl ex PEDE SECURE: At IMEK 
光 强 度 的 时 间 间 隔 。 
ORAC fH = [(AUC gac4dDC zan) /(4UCTrolox-4UC ag)] x CTrolox 浓度 /样品 浓度 ) (2) 
Trolox 标准 品 与 净 菊 光 衰 退 曲 线 下 面积 C4UCmoox4UC ag) 的 回归 方程 为 y= 1.368x + 8.301 
9, R? — 0.994 6。 
1.2.5 数据 处 理 与 分 析 


人 
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采用 Excel 2013 软件 进行 数据 处 理 和 灰 度 关 联 分 析 : SPSS 26 软件 i 
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行 Pearson 相关 分 


析 和 系统 聚 类 分 析 ; SIMCA 14.1 软件 进行 PLSR 分 析 。 色 谱 图 和 PLSR 结果 通过 Origin 2021 


软件 进行 绘图 。 
2 结果 与 分 析 


2.1 指纹 图 谱 方法 学 考察 
QHARI: WEER GES: S20 ， 按 “1.2.2” 项 下 方法 制备 成 供 试 品 溶液 ， 于 


“1.2.3” 项 的 色谱 条 件 连 续 进 


x1.3196, 说 明 试 验方 法 符合 分 析 检测 要 求 。@ 重 复 性 试验 : PER G 


样 6 次 ,21 个 共有 峰 保 留 时 间 的 RSD<0. 


4595, 峰 面 积 的 RSD 


比 号 : S25, 按 “1.2.2” 


项 下 方法 制备 成 6 份 供 试 品 溶液 ， 于 “1.2.3” 的 色谱 条 件 进 样 分 析 ，21 个 共有 峰 保留 时 间 
的 RSD 三 1.72%， 峰 面积 的 RSD 三 4.81%， 结 果 表明 试验 建立 的 方法 重复 性 较 好 。@@ 稳 定性 
试验 : 取 牡 荆 叶 (批号 : S2)〉 按 “1.2.2” 制 备 成 供 试 品 溶液 ， 在 “1.2.3” 的 色谱 条 件 下 分 
别 于 0、4、8、12、16、18、24 bh 进 样 分 析 ，21 个 共有 峰 保 留 时 间 的 RSD 三 0.58%， 峰 面积 
的 RSD 科 3.94%， 结 果 表 明 24 h 内 稳定 性 较 好 。 
2.2 HPLC-ECD 指纹 图 谱 的 建立 及 共有 峰 指认 


分 别 取 18 批 特 荆 叶 ， 按 照 “1.2.2” 项 下 


央 备 供 试 品 溶液 ， 同 “1.2.3” 条 件 测定 并 记录 


色谱 图 和 总 峰 面 积 ， 将 色谱 图 导入 《中 药 色谱 指纹 图 谱 相 似 度 评价 系统 (2012 版 ) 》， 以 
S8 为 参照 图 谱 ， 生 成 牡 荆 叶 HPLC-ECD 指纹 图 谱 ( 见 图 1) ， 混 合 标 准 品 图 (A) 和 对 照 
指纹 图 谱 B) 见 图 2。 通 过 多 点 校正 和 Mark 峰 匹 配 得 到 21 个 共有 峰 ， 其 中 峰 1、2、5、8、 
9、11、12、14、15、17 分 别 为 原 儿 茶 酸 、 新 绿 原 酸 、 绿 原 酸 、 蔚 草 背 、 异 葵 草 芽 、 异 牡 荆 


素 、 木 犀 草 痛 、 异 绿 原 酸 B、 异 绿 原 酸 A、 异 绿 原 酸 C。 计 算 其 与 对 照 指纹 图 谱 的 相似 度 ， 


相似 度 结果 在 0.816~0.983 之 间 ， 样品 S1~S18 的 相似 度 分 别 为 0.843、0.983、0.967、0.959、 
0.953、 0.916、0.969、0.966、0.968、0.980、0.978、0.953、0.974、0.947、0.964、0.847、0.816、 


0.950。 
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1 18 批 特 荆 叶 指纹 图 谱 


Fig.1 Fingerprints of 18 batches of V. negundo 
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图 2 混合 标准 品 图 CAO 和 对 照 指纹 图 谱 (B) 
Fig.2 Chromatograms of mixed reference substance (A) and reference fingerprint (B) 

2.3 标准 曲线 和 检测 限 

分 别 取 “1.2.1” 下 的 对 照 品 溶液 制备 成 系列 质量 混合 标准 品 溶液 ， 在 “1.2.3” 条 件 下 ， 
以 对 照 品 质量 浓度 为 横 坐 标 , 峰 面积 为 纵 坐标 ,绘制 标准 曲线 ， 以 信 品 比 为 3: 1 计算 分 析 方 
法 的 检测 限 CLOD) 。 结 果 显 示 各 化 合 物 的 在 一 定 的 质量 浓度 范围 下 ， 与 峰 面积 有 良好 的 
线性 相关 性 〈 表 2) ， 相 关系 数 大 于 0.999, LOD 在 2.2~30.4 ng*mL-1。 
2.4 加 标 回收 率 实验 

称 取 已 知 含量 的 牡 荆 叶 样 品 ， 平 行 精密 称 定 6 份 ， 加 入 一 定量 的 对 照 品 混合 储备 溶液 ， 
于 “1.2.3” 的 色谱 条 件 进 样 分 析 。 结 果 显 示 ，10 种 化 合 物 的 回收 率 在 90.13%~99.56%，RSD 
硅 6.41%， 该 方法 的 准确 度 良 好 R2) 。 
表 2 10 种 化 合 物 的 线性 回归 方程 、 检 测 限 和 加 标 回 收 率 


Table 2 Linear regression equations, LODs and recoveries of the 10 compounds 


"—Ó 相关 系数 线性 范围 检测 限 可 收 率 
可 归 方 程 RSD 
化 合 物 Compound Correlation Linear range LOD Recovery rate 
Regression equation M (96) 
coefficient (R?) (ug*mL:)) (ng*mL:)) (96) 
原 儿 茶 酸 y = 23.345x + 0.7875 0.999 0 0.4~20 22 91.68 3.67 
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Protocatechuic acid 


y 7 7.0378x + 0.702 0.999 6 0.2-10 6.7 90.13 5.14 
Neochlorogenic acid 
绿 原 酸 Chlorogenic acid y 7 6.57x + 4.532 0.999 1 12-600 5.1 99.56 1.47 
Zt 1f Orientin y = 5.0396x - 0.5302 0.999 6 0.15-18 11.6 92.73 6.15 
SE ZE SUIT Isoorientin y = 4.78x + 2.0423 0.999 2 8-400 82 99.4] 2.58 
异 牡 荆 素 Isovitexin y=7.5508x - 1.175 0.999 5 2-200 30.4 91.05 641 
WEET Luteoloside y 7 4.965x + 2.0113 0.999 7 6-300 10.5 94.59 3.76 
SOUS B 
un y= 8.76x + 2.223 0.999 7 0.3-15 15.4 92.24 4.36 
Isochlorogenic acid B 
异 绿 原 酸 A 
y=7.21x+ 2.104 0.9997 4~200 16.7 99.06 3.98 
Isochlorogenic acid A 
异 绿 原 酸 C 
y= 10.00x + 2.098 1.000 0 0.6-30 16.5 93.26 5.03 


Isochlorogenic acid C 
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2.5 含量 测定 

按 “1.2.2” 项 下 方法 制备 供 试 品 溶液 ， 于 “1.2.3” 项 的 色谱 条 件 下 ， 测 定 不 同 产地 的 
10 个 化 合 物 含量 ， 结 果 见 表 3。 由 结果 可 知 ， 牡 荆 叶 含有 丰富 的 酚 酸 和 黄酮 类 化 合 物 ， 不同 
批 次 和 产地 的 各 成 分 含量 存在 较 大 差异 。 以 各 批 次 含量 的 平均 值 计 算 ,， 其 中 含量 最 高 的 化 合 
物 为 绿 原 酸 ， 其 次 分 别 为 异 芝 草 苷 、 木 犀 草 背 、 异 牡 章 素 、 异 绿 原 酸 A、 异 绿 原 酸 C、 原 儿 
茶 酸 、 蔡 草 苷 、 异 绿 原 酸 B、 新 绿 原 酸 。 


RI HR 10 种 化 合 物 的 含量 测定 


Table3 Determination of the 10 compounds in V negundo 


样品 编 含量 Content (mg* g’) 

号 原 儿 茶 酸 新 绿 原 酸 绿 原 酸 mM p O RRNEMB  RAHMA ” 异 绿 原 酸 C 
Sample Protocatechuic Neochlorogenic Chlorogenic bé iion i A e Isochlorogenic  Isochlorogenic  Isochlorogenic 
C" ad add aid Orientin Isoorientin Isovitexin Luteoloside i TA aC 

S1 0.159 0.036 5.884 0.079 5.022 6.528 3.478 0.037 0.593 0.067 

S2 0.205 0.077 15.773 0.174 7.200 3.404 9.025 0.116 2.495 0.738 

S3 0.141 0.074 14.474 0.134 7.165 2.327 10.734 0.117 2.507 0.872 

S4 0.141 0.094 10.753 0.022 4.973 3.789 5.753 0.246 5.642 0.281 

S5 0.121 0.051 5.850 0.216 7.068 3.609 2.882 0.087 1.240 0.281 

S6 0.634 0.067 5.726 0.009 5.396 0.190 1.865 0.303 2.337 0.147 

S7 0.171 0.060 7.322 0.334 6.008 3.295 5.980 0.121 2.246 1.259 

S8 0.332 0.038 6.962 0.283 8.493 2.038 2.997 0.085 1.438 0.158 

S9 0.246 0.099 33.402 0.936 19.352 4.331 9.323 0.404 9.622 1.272 

S10 0.104 0.048 6.010 0.041 2.449 1.389 2.629 0.089 1.432 0.258 

S11 0.228 0.083 15.073 0.396 11.089 6.432 4.2779 0.122 1.877 0.543 

812 0.090 0.027 8.912 0.154 6.621 3.685 8.603 0.042 0.541 0.055 

S13 0.114 0.054 15.058 0.159 9.093 6.671 8.369 0.061 1.375 0.074 

S14 0.453 0.053 5.139 0.018 4.365 0.591 1.175 0.109 1.033 0.119 

S15 0.094 0.067 18.572 0.049 6.994 4.768 4.061 0.081 3.161 0.167 

S16 0.542 0.059 4.162 0.128 9.503 0.480 5.002 0.119 1.626 0.184 

S17 0.368 0.052 2.686 0.121 7.697 0.541 3.210 0.106 1.086 0.171 


S18 0.155 0.056 7.269 0.057 6.491 3.758 6.163 0.201 4.714 0.285 


ABTS EH dai 
H 


AN 


样品 编号 
Sample 


number 


S1 
s2 
S3 
S4 
S5 
S6 
S7 


2.6 聚 类 分 析 


为 了 研究 产地 与 含量 之 间 的 关系 ， 以 21 个 共有 峰 的 相对 峰 面积 为 变量 ， 采 用 HCA 分 
析 方 法 , 通过 SPSS 26 软件 采用 平方 欧式 距离 为 测量 度 对 18 批 牡 荆 叶 样品 进行 聚 类 分 析 ( 图 
3) 。 结 果 表 明 ， 当 欧式 距离 为 4 左右 时 ， 药 材 可 分 为 3 类 ， 即 测定 的 10 ns 的 含量 
为 13.06-31.69 mgsg!. 38.01-41.03 mg*g. 78.99 mg*g-!。 河 北 产 地 药材 在 13.06-31.69 mg 
“区 间 ， 而 广东 和 广西 的 在 分 类 中 存在 交叉 情况 。 
平方 欧式 距离 Squared euclidean distance 
0 5 10 15 20 25 
s16 | 1 1 1 | 
S17 
S10 
S14 
S6 
Bos 
Dos 
$ Sg 
$ S18 
中 s12 
Ed 
TE S1 p= 
* g 
e U) 
S11 
813 
S15 
S4 
se 


18 批 牡 荆 叶 HPLC-ECD 总 


由 表 4 可 知 ， 
15.82-61.83 mg«g'! 和 27.85~157.65 mg*g"! 之 间 。 
青 除 能 力 、 氧 自 
有 一定 抗 氧化 活性 。 


不 同 批 次 特攻 1 叶 的 总 


3” 牡 荆 叶 系统 聚 类 分 析 
Fig.3 HCA of V. negundo 
2:7 总 峰 面积 、 总 酚 含量 、 总 黄酮 含量 及 体外 抗 氧 化 实验 结果 


: UAE TET 
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TERI E EI 
基 吸 收 能 力 及 铁 离子 还 原 能 


时 及 体外 抗 氧 化 实验 弓 


hn 
?H 
l 


黄酮 类 化 合 物 存 在 较 大 差异 ， 
有 一 定 的 DPPH HI 
， 说 明 牡 荆 叶 80% 甲 


难 、 总 黄酮 和 体外 抗 氧化 活 怕 


的 结果 


Table4 Results of total peak areas, total phenolics, total flavonoids and in vitro antioxidant 


总 峰 面 积 


Total peak 
area 
(nA*min) 
8 921.67 
11 047.03 
11 024.16 
9 703.31 
6 908.73 
5 764.26 
8 263.87 


表 4 总 峰 面 积 、 总 
activities 
总 酚 含量 总 黄酮 含量 FRAP 值 
Total phenolics Total flavonoids FRAP 
content content value 
(mg°g!) (mg°g!) (mgeg'!) 
35.21 71.26 92.91 
35.28 78.14 99.08 
33.29 74.78 89.70 
34.23 75.84 74.75 
32.07 67.49 89.16 
20.03 37.14 56.18 
31.18 69.91 79.54 


ORAC fH 
ORAC 
value 

(mg "8 ) 
220.86 
221.27 
203.30 
217.58 
188.09 
232.16 
182.19 


DPPH 清除 率 ABTS 清除 率 


DPPH 
scavenging rate 
(96) 
40.34 
36.50 
33.77 
31.58 
35.81 
19.91 
34.68 


ABTS 
scavenging rate 
(96) 
38.15 
38.24 
33.75 
33.23 
34.01 
19.99 
28.29 


UE. ECD 检测 器 可 


A 5 up, PERI 
清除 能 力 、ORAC 人 


us 


Note: ** indicates a significant correlation (P « 0.01). 


Wr mE. mx 


ENS 35 DPPH HI 
著 正 关 性 , 相关 系数 大 于 0.77 


HPLC-ECD 样品 总 


A 


自由 吸收 能 力 及 铁 离子 还 原 能 力 均 具有 显 
选择 性 地 检测 具有 氧化 还 原 性 质 的 化 合 物 ， 同 时 ， 
条 面积 与 总 酚 、 总 黄酮 含量 和 体外 抗 氧化 活性 也 均 呈 显 


除 能 力 、ABTS 


S8 6 379.86 29.30 61.48 76.78 200.75 31.46 29.05 
S9 22 019.76 61.83 157.65 185.33 352.21 90.28 55.84 
S10 4 443.38 22.45 49.98 57.44 151.37 18.97 18.88 
S11 11 748.60 50.41 114.09 151.63 234.40 43.44 50.38 
S12 7 653.31 28.20 58.61 80.79 185.06 21.50 32.07 
S13 12 236.62 38.90 83.07 102.04 250.55 26.46 31.31 
S14 4 427.90 20.07 40.34 51.71 175.67 11.31 19.43 
S15 11 131.31 42.73 98.16 92.83 282.50 44.67 39.29 
S16 5 353.85 17.70 32.44 49.58 128.46 8.26 13.40 
S17 4 229.23 15.82 27.85 37.46 184.05 14.22 13.48 
S18 8 484.97 27.68 59.39 71.44 194.95 30.00 27.20 
2.8 谱 - 效 关系 分 析 
2.8.1 Pearson 相关 分 析 
对 牡 荆 叶 HPLC-ECD 样品 的 总 峰 面 积 、 总 酚 含量 、 总 黄酮 含量 分 别 与 体外 抗 氧化 活性 
进行 通过 SPSS 进行 Pearson 相关 分 析 比 较 ， 结 果 见 表 5. 
表 5 总 峰 面积 、 总 酚 、 总 黄酮 和 体外 抗 氧化 活性 的 相关 系数 
Table 5 Correlation coefficients among total peak areas, total phenolics, total flavonoids and in 
vitro antioxidant activities 
: DPPH 清除 率 
总 此 总 总 黄 j 
ena Sad als FRAP 值 ORAC 值 DPPH ABTS 清除 率 
ek eli Total flavonoids i ORAC ABTS 
RAP value scavenging rate i 
Abd oe content value gmg scavenging rate 
总 峰 面积 
Total peak 1 
area 
总 酚 
Total phenolics 0.929** 1 
content 
ID 总 黄酮 
Total flavonoids 0.943** 0.995*** 1 
content 
FRAP fH 
0.915** 0.969** 0.966** 1 
FRAP value 
ORAC fÉ 
0. 0** ; 六 六 j "ek : "ek 
ORAC value 87 0.840 0.844 0.786 1 
DPPH 清除 率 
DPPH 0.910** 0.916** 0.940** 0.900** 0.852** 1 
scavenging rate 
ABTS 清除 率 
ABTS 0.863** 0.964** 0.951** 0.945** 0.778** 0.888** 1 
scavenging rate 
HS ** 表 示 相 关 性 显著 (P< 0.01) 。 


由 基 


分 析 结 采 
HOSTE 


表明 


2.8.0 灰 度 关联 分 析 


采用 均值 化 法 对 原始 数据 进行 无 量化 处 理 。 以 不 同 批 次 牡 荆 叶 的 抗 氧化 结果 作为 母 序 
列 , 以 共有 峰 峰 面积 作为 子 序列 , 分 辩 系 数 p 取 0.5, 按照 文献 ( 帖 晓 燕 等 ,2021; Du et al., 2021) 
方法 计算 共有 峰 与 药 效 之 间 灰 度 关联 度 系数 | 的 大 小 ， 结 果 见 表 6。 


K6 关联 度 结果 
Table 6 Correlation results 
"T 关联 度 关联 度 a 关联 度 四 关联 度 
v a 峰 号 M 峰 号 ^ 峰 号 di 
Peak number 系数 r Peak number 系数 Peak number 系数 Peak number 系数 r 
RAP) (ORAC) (DPPH) (ABTS) 
9 0.933 2 0.942 5 0.908 4 0.922 
4 0.931 9 0.929 9 0.903 2 0.919 
6 0.915 4 0.908 4 0.900 9 0.919 
2 0.910 6 0.903 20 0.889 6 0.916 
5d 0.909 5 0.900 2 0.888 5 0.914 
11 0.889 14 0.890 11 0.879 11 0.906 
= 12 0.878 12 0.887 6 0.879 12 0.888 
20 0.875 11 0.884 15 0.868 20 0.884 
15 0.867 15 0.880 3 0.865 3 0.873 
= 7 0.866 20 0.872 21 0.860 15 0.871 
3 0.862 10 0.862 14 0.854 13 0.867 
14 0.861 7 0.861 12 0.852 10 0.865 
- 21 0.860 13 0.859 16 0.850 21 0.864 
10 0.855 16 0.858 17 0.849 7 0.864 
13 0.854 1 0.853 T 0.845 14 0.860 
8 0.850 3 0.852 13 0.844 16 0.855 
17 0.849 18 0.845 19 0.841 17 0.848 
19 0.849 21 0.843 10 0.836 18 0.847 
16 0.845 19 0.843 8 0.835 19 0.846 
"à 18 0.840 8 0.839 18 0.807 8 0.845 
1 0.816 17 0.833 1 0.792 1 0.821 


表 6 可 知 ， 牡 荆 叶 中 的 共有 峰 与 各 抗 氧化 活性 的 关联 度 很 高 ， 关 联 度 均 大 于 0.79 以 
E, 表明 牡 荆 叶 的 抗 氧化 活性 是 多 种 化 合 物 的 协同 作用 结果 。 以 4 种 抗 氧化 活性 关联 度 的 平 
l 均值 计算 , 关联 度 最 高 的 10 个 峰 依 次 为 峰 9 CFARE )>4>2 (新 绿 原 酸 )>5 ( 绿 原 酸 )>6>11 
一 ( 异 牡 荆 素 ) >20>12 (KRH) 215 CRJE A) >14〈 异 绿 原 酸 B) 。 
= 2.8.3 PLSR 分 析 
PLSR 分 析 是 以 典型 相关 分 析 、 主 成 分 分 析 和 多 元 线性 回归 分 析 方 法 为 基础 的 多 元 统计 
方法 , 能 反映 共有 峰 对 药 效 指标 的 综合 贡献 程度 , 相关 系数 大 于 0, 表明 二 者 之 间 呈 正 相关 ， 
反之 为 负 相 关 ; 在 重要 投影 (VIP) 模型 中 ，VIP 值 >1， 表 明 该 成 分 对 模型 有 显著 影响 ( 刘 
IgE, 20200 。 本 研究 以 不 同 批 次 的 牡 荆 叶 HPLC-ECD 指纹 图 谱 中 各 共有 峰 的 峰 面 积 大 
自 变 量 (X〉 ， 以 不 同 批 次 牡 拼 叶 的 抗 氧化 结果 为 因 变 量 CY) ， 采 用 SIMCA 14.1 软件 进 
fT PLSR 分 析 ， 计 算 X 对 应 Y 的 回归 系数 和 VIP 值 ， 结 果 见 图 4。 
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1,1-diphenyl-2-trinitrophenylhydrazine; ABTS indicates free radical scavenging ability of the 2,2’-azino-bis 


(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid); ORAC indicates the oxygen radical absorbance capacity. 
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Fig.4 Regression coefficients (A) and VIP values (B) of common peaks in V. negundo 
analyzed by PLSR model 


由 图 4 可 知 ， 峰 1 ( 原 儿 茶 酸 ) 和 峰 16 与 抗 氧 化 效果 呈 负 相关 ， 其 余 共 
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! 中 与 名 抗 氧化 活性 的 


3 讨论 与 结论 
本 研究 建立 了 18 批 牡 荆 叶 药 材 HPLC-ECD 指纹 图 谱 ， 提 取出 21 个 共有 峰 ， 相 似 度 在 


0.816 以 上 ， 说 明 不 同 来 源 的 牡 荆 叶 样品 质量 较为 相近 。 通 过 参考 文献 ( 罗 姑 君 等 


Huang et al., 2015) 等 资料 ， 借 助 超 高 效 液 相 
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行 比较 ， 共 指 


认 出 10 个 峰 ， 并 对 其 进行 定量 分 析 ， 结 果 表 明 特 荆 叶 主 要 成 分 为 绿 原 酸 、 异 蔡 草 苷 、 木 犀 


草 芽 和 异 牧 荆 素 等 。 通 过 HCA 分 析 可 知 ， 牡 荆 叶 药材 可 能 受到 采 收 季节 、 和 气候 和 新 老 叶 等 
影响 , 样品 分 类 存在 产地 交叉 情况 ,而 我 们 所 测定 化 合 物 的 含量 差异 可 能 对 样品 分 类 起 着 相 
对 重要 的 作用 。 
对 牡 托 叶 进行 体外 抗 氧化 实验 并 进行 Pearson 相关 分 析 比 较 ， 结 果 表 明 牡 荆 叶 具有 较 强 
的 抗 氧化 活性 ,样品 中 的 总 峰 面积 、 总 酚 、 总 黄酮 和 体外 抗 氧化 活性 相互 之 间 也 均 呈 显著 相 
关 性 ， 这 与 现 有 的 研究 结果 (Hu et al., 2015; Wang et al., 2022) 相符 ， 说 明 总 酚 、 总 黄酮 可 
能 是 牡 荆 叶 抗 氧化 活性 的 主要 化 合 物 ，HPLC-ECD 能 够 检测 牡 荆 叶 中 的 抗 氧化 活性 物质 。 
HJ GRA 和 PLSR 分 析 方 法 对 牡 荆 叶 的 共有 峰 与 抗 氧化 活性 进行 谱 效 关系 研究 , GRA 分 析 
结果 表明 牡 荆 叶 的 抗 氧化 活性 是 多 种 成 分 协同 作用 产生 的 ， 同时， 结合 PLSR 49r. IEEJ 
叶 抗 氧化 活性 贡献 最 大 为 峰 9〔 异 茵 草 芽 )， 其 次 为 峰 4 和 峰 5( 绿 原 酸 ) 。 绿 原 酸 已 被 报 
道 可 能 是 区 分 牡 荆 不 同 药 用 部 位 的 潜在 化 学 标志 物 ， 能 作为 特 荆 质量 控制 的 定量 指标 之 一 
(Hu et al., 2015), 其 具有 多 种 功能 的 生物 活性 , 如 抗 氧 化 、 抗 炎 、 抗菌 等 ( 王 文 龙 等 , 2017)。 
同时 ，Deepha 等 (2014) 研究 表明 异 蔡 草 苷 因 含 有 3'-OH 的 B 环 、 分 子 内 氧 键 、O-H 等 结 
构 ， 在 药物 植物 中 表现 出 很 强 的 抗 氧化 活性 (Deepha et al., 2015) ， 因 此 ， 现 有 研究 可 反问 
说 明 该 谱 效 关系 结果 的 准确 性 。 
综 上 所 述 ， 本 研究 首次 基于 HPLC-ECD 建立 牡 荆 叶 药材 的 指纹 图 谱 ， 该 方法 盘 选 得 到 
的 抗 氧化 活性 化 合 物 主要 为 绿 原 酸 类 化 合 物 和 黄酮 类 化 合 物 , 化 合 物 含量 差异 对 样品 分 类 有 
一 定 的 影响 , 其 中 异 蔡 草 苷 和 绿 原 酸 对 牡 荆 叶 药 材 抗 氧化 作用 有 重要 贡献 。 该 方法 对 药材 质 
量 控制 的 关键 成 分 及 质量 标志 物 箭 选 提供 参考 , 对 牡 荆 叶 药 材 的 质量 评价 体系 的 完善 具有 重 
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